Universidad Nacioual Autonoma de México
FACULTAD DE QUIMICA

PRODUCCION DE LA ENZIMA GLUCOSA ISOMERASA
POR UNA MUTANTE CONSTITUTIVA DE Arthrobacter
novus sp. SIMPLIFICACION DEL MELIO DE CULTIVO

R S e T T
B Aoyt
ROROKESREEA SN ;}g

ofag W

(IR [N rLf.S\(JNALES
. i QUINLCA

I E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A:

JOSE MANUEL MUNOZ AGUILAR

MEXICO, D. F. 1982




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Pag.

1) INTRODUCCION 1
2) GENERALIDADES 10
2.1 Introduccidn a los Procesos de Fermentacidn 10
2.2 Propiedades de Glucosa Isomerasa 17
2.3 Péoduccién de Jarabes con Alto Contenido en Fructosa

por Métodos Quimicos 19
2.4 Produccidén de Jarabes con Alto Contenido en Fructosa 20

por el Método EnzimAtico
2.5 Microorganismos Productores de Glucosa Isomerasa 21
3) MATERIALES Y METODOS 31
3.1 Microorganismos y Medios de Cultivo 31
3.2 Metodologia para el Cultivo de Arthrobacter 33
3.2.1 Propagacién de la Cepa Madre 33
3.2.2 Preparacién de Semilla para Crecimiento 33
3.2.3 Preparaéién y Concentracidén del Indculo 38
3.3, Cosecha de Biomasa 35
3.4. Determinacién de Crecimiento Celular 36
3.5 Determinacién de Actividad Enzimitica 36
3.6 Determinacifn Colorimétrica de D-fructosa 38
3.7 Determinacién Colorimétrica de D-Glucosa 38
3.8 M&todo de Lisis Celular 40 M aas it
4) RESULTADOS Y DISCUSION 42
4.1 Seleccidn de la cepa de Trabajo y Ensayo de

Ruptura Celular . 42

4.2 Evaluacidn de los Medios de Cultivo de Grado
Reactivo 46




4.4

4.5

4,7.3

Efecto de la Forma de Esterilizacifn de los Medios
de Cultivo y Lavado Celular sobre la Actividad
Enzimitica

Efecto de Diferentes tipos de Agua sobre la Actividad
Enzimidtica

Evaluacidn del Método de Glucosa Oxidasa para Determi-
nacién de la Actividad EnzimAtica de Glucosa Isomerasa

Efecto de la Fuente de Carbono sobre la Actividad de
Glucosa Isomerasa

Efecto de la Fuente de Nitrdgeno en el Medio

Efecto de la Interacci8n de la Fuente de NitrSgeno de
Prueba con la Fuente de Carbonos de Grado Reactivo

Efecto de la Interaccidn de Diferentes Fuentes de
Nitr8geno con Melaza

Efecto de la Interaccidén de dos Fuentes de Nitrégeno
con Melaza

Efecto de la Interaccifn de Melaza con dos Diferentes
Fuentes de Nitrdgeno

Tratamiento al Medio de Cultivo Control y al Medio de

sustitucién con NH4OH. Efecto sobre Actividad

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Pig.
51

53
56
57

60

62
64
67
70
72

76

79




1) INTRODUCCION

De los carbohidratos utilizados tanto a nivel industrial como
doméstico, el azicar representa la fuente mis importante por sus propie--
dades organolépticas. La relativa facilidad con la que se obtiene,. tam-
bién es otra de sus caracteristicas, ya que esto se puede hacer por cris-
talizacién repetida a partir del jugo de la remolacha o de la cafia de --

-
azucar,

En la pasada década, la demanda mundial de az@icar ha sido su-
perior a la oferta, ademis, por diversas circunstancias la produccibn del
dulce bajo y el panorama en los afios venideros se presenta afin mis difi--
cil. Esta situacidn ha provocado aumento en los precios del azicar a ni-.
veles considerablemente altos. La situacién es ain mis critica para los
paises no productores entre los que se encuentra México, ya que de expor-
tador hastal979, en 1980 se convirtié en importador, como lo demuestran
los datos de la Comisién Nacional de la Industria Azucarera (CNIA), la --
Unidn Nacional de Productores de Azficar (UNPASA) y la Secretaria de Pro--
gramacifn y Presupuesto (SPP), quienes sefalan que durante este afo el --
pais importar8 792 mil toneladas de azficar a un precio aproximado de 574
millones 829 mil dblares (Publicaciones de la SPP y BCE de 1981), para --
satisfacer una demanda interna (3.5 millones de toneladas), que en su -
mayor parte (81.9%), estd determinada por los requerimientos de las indus

trias refresqueras, dulceras y galleteras (Tabla 1).
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Tabla 1

DISTRIBUCION DEL CONSUMO INDUSTRIAL DE
AZUCARES EN MEXICO DURANTE 1980

Tipo de Industria Consumo (%)
Industria Refresquera 56.6
Industria Dulcera 12.6

Industria Panificadora

y Galletera 12.7
Industria del Vino 3.9
Empacadoras y otros 14.2

Fuente: (UNPASA, 1981)

El estudio de la SPP, explica que durante el periodo 1970-80,
la produccidn de azficar crecié a una tasa media de 1.6% anual, en tanto -
que el consumo lo hizo a razén de 5.0% en promedio anual, de tal forma -
que al finalizar el perfodo, la industria registr6 un déficit de 409 mil

toneladas equivalentes al 13.6% del consumo.

El crecimiento de la demanda responde pues al incremento del
consumo industrial que en el mismo periodo aument6 a una tasa media del -
7.8% anual, a su vez el consumo doméstico se incrementd en un 2.6% al aiio.
Sin embargo, en el lapso 1975-80 el consumo industrial aumentd 9.2% en ~--

promedio anual mientras que el doméstico permanecif estable.

Asimismo, la participacifén del consumo industrial en el total

de la demanda interna, aumentd de 41.4% en 1970 a 53% en 1980.




La SPP afiade que el consumo per cipita de azficar, evoluciond
durante el periodo 1970-80 a un ritmo de 1.6% anual, alcanzando 44.7 Kg.

per clpita en 1980.

La capacidad instalada en el sector industrial azucarero, -
permanecid casi constante, con crecimiento de s6lo 1.0% durante €l perfo-
do 1950-79. Este estancamiento se debié fundamentalmente a los bajos -
rendimientos financieros y a la escasa productividad de la industria, lo
que.ha ocasionado una disminucidn de las inversiones privadas, tanto para
la creacidn de nuevos ingenios como para el mejoramiento de los ya exis-

tentes (Tabla 2).

La tendencia al alza en los precios del azficar, asi como su
creciente demanda, han originado la bfisqueda de nuevas fuentes de dulce

que puedan aliviar los requerimientos de la misma y contribuyan a estabi

lizar su precio.

Dentro de los diversos productos que han sido incorporados

como sustitutos del azficar cabe mencionar a los siguientes:

Azficar Invertido. El azficar invertido es el nombre que se -

le da al producto de la hidr8lisis de la sacarosa, produciéndose una mez
cla de glucosa y fructosa, esta mezcla es tan dulce como la sacarosa, de
bido a la presencia de fructosa, pero dado su origen, no puede ser consi
derado como un sustituto del azficar y s6lo se menciona con fines de com-
paracién. Este tipo de hidrdlisis es catalizado por una enzima conocida

comercialmente como invertina 6 invertasa.




Tabla 2

DESARROLLO DE LA INDUSTRIA AZUCARERA

.- -

Superficie Superficie Rendimiento  Contenido Cafia Produccién  Rendimiento
Zafra cultivada consechada Tons, /ha‘ . sacarosa molida de az@car tons. a2§car/

(mil. de ha). (mil. de ha)’ % méégg miles tons. to;giiggna
1970 413.9 402.9 60.9 11.41 24524 2208 8.9
1971 427.4 416.6 62.4 11.54 25985 2393 9.1
1972 426.8 413.8 63.4 11.39 26254 2359 8.9
1973 452,17 440.3 67.8 11.26 29849 2569 8.6
1974 456.4 447.2. 68.2 11.33 30492 2632 8.6
1975 460.4 449.6 64.4 11.43 28949 . 2548 8.7
1976 446,2 439.6 62.7 11.91‘ 27236 2547 9.3
1977 431.3 415.8 67.2 12.01 2794; 2541 9.1
1978 461.1 445,2 72.7 1l.63 32347 2849 8.8
1979 474.2 462.8 73.2 11.58 33865 2880 8.5
1980* 487.7 478.6 65.5 n.d, 31342 2603 8.3

* Datos preliminares.

Fuente:

(Spp, 1981)




Fructosa. La fructosa es un monosacirido que se encuentra en
elevadas concentraciones (40-50%) en la miel y en algunaé frutas como la
manzana y las uvas. En la actualidad se produce a partir del azlicar in--
vertido, aunque puede también obtenerse de los jarabes de glucosa ricos -
en fructosa, a través de un proceso de separacién de la glucosa, utilizan
do bajas temperaturas (Melaja, 1972). Su poder edulcorante es grande en
relacién a la sacarosa (1.2 a 1.5 veces mayor), aunque . varfa en funcién -
de las condiciones en que se pruebe. Posee ademis otras propiedades que
lo hacen mis atractivo para la industria farmac@utica y alimenticia como
su baja viscosidad en relacibn tanto de la glucosa, como de la sacarosa,
asi como su independencia de insulina para ser metabolizada. Sin embar-~
go, a pesar de todas las caracteristicas mencionadas, su proceso de pro--

duccibn es costoso alin, al carecer de un proceso de separacién efective -~

‘'de’la glucosa. ‘

Maltosa. La maltosa es un disacfrido que se produce por hi--

drdlisgis enzimdtica del almiddn. $Su:;valor: edulcorante es bajo -
en relacién a la sacarosa aunque puede ser mejorado si se convierte en -~

maltulosa o maltitol (Mitsuhashi, 1974).

Xilitol. Otro ejemplo interesante es un alcohol pentahfidrico
denominado xilitol, el cual se encuentra en la naturaleza en algunas frutasy
vegetales Y que ha sido considerado como uno de los sustitutos del azd--
car con més potencial en el futuro (Nicol, 1977). Este compuesto se pro-
duce comercialmente por hidrogenacifn del carbohidrato D-xilosa y tanto ~
su valor calfrico como edulcorante son parecidos al azficar o .sacarosa. -~

Estas caracteristicas, junto con su capacidad aparente de prevenir las -~




vl
caries dentales han determinado que la industria alimenticia ponga gran
interés en su utilizacifn. Sin embargo, hay que mencionar que debido a -
lo complejo y costoso de su proceso de produccidn, hoy en dia el costo -

del producto es mds elevado que la sacarosa.

Jarabes de Glucosa. Los jarabes de glucosa, son obtenidos,

por degradacibn dcida o enzimdtica del almidén de la papa o del maiz. -
Estos jarabes son ampliamente utilizados en la fabricacidn de dulces, re-
frescos y algunos alimentos. Sin embargo, mis que utilizados como edulco
rantes, por su propiedad de elevar la presifn osmdtica, son utilizadog --

como preservadores (Kingma, 1966).

Jarabes de Glucosa Ricos en Fructosa. Estos jarabes, repre-

sentan un sustituto interesante al ser producidos a partir de hidroliza--
dos de almiddén. Dichos jarabes poseen una mezcla de glucosa-fructosa con
una relacidn aproximada de 1l:1. El valor dulcificante de esta mezcla, se
asemeja bastante al del azilicar invertido y sobrepasa de manera importante
al mostrado por la glucosa sola (Tabla 3). La produccién de estos jara--
bes se basa en la isomerizacidn de D-glucosa por la enzima Glucosa Isome-

rasa. 5Sus caracteristicas fisicas y quimicas se pueden ver en la Tabla 4.

Dichos jarabes, en la actualidad son utilizados popularmente
por la industria refresquera, alimenticia y farmac@utica en aquellos pai-
ses con limitaciones en la produccidn de aziicar como en Europa, los Esta-
dos Unidos y Japdn. Se ha reportado que la produccidn de jarabes fructo-

sados, s8lo en los Estados Unidos fue de 1.9 millones de toneladas métri-

cas (4.1 billones de libras), con un precio de venta de aproximadamente -




Tabla 3

*DULZOR RELATIVO DE DIFERENTES EDULCORANTES

Edulcorante Dulzoxr (N)
.Sacarosa 100
Fructosa 115 - 130
Glucosa 67 - 75
Azlicar 95 - 100
invertido
Jarabes de 95 - 100

glucosa-£fructosa

*El dulzor relativo de &stos edulcorantes
se probd en un intervalo de 10 a 158 de

sblidos. (Whistler 1973)




Tabla 4

ANALISIS TIPICO DE UN JARABE DE GLUCOSA

CON ALTO CONTENIDC EN FRUCTOSA

Base hfimeda

Base seca

sdlidos

Himedad

pH
Kg/L a 100°F

Kg sélidos/L
a 100°F

Color

(*CIRF por 100)

71 %

29 %

1.33

0,946

Cenizas
(sulfatadas)

Monosaciridos:

Glucosa
Fructosa

Disaclridos

Trisaclridos +
otros saclridos

0.05%

50%
42%

6%

2%

* Corn Industries Research Foundations Units.
(Wardrip 1971)
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1,250 millones de ddlares en 1980, lo cual representa alrededor de un 40%

del mercado industrial de edulcorantes en dicho pais (Linko et al., 1977).

Este creciente desarrollo hace que de todos los edulcorantes
ya sefialados, los que reunen las caracteristicas mis idéneas para ser pro
ducidos en nuestro pais, como una alternativa que alivie el déficit de --

az@icar, son los Jarabes de Glucosa Ricos en Fructosa.

El objetivo de este trabajo es la produccidn de Glucosa Iso-
merasa (materia prima para la produccién de jarabes fructosados) a partir

de Arthrobacter novus sp., en un medio de cultivo que utilice materias --

primas de grado industrial.




2) GENERALIDADES

2.1. Introduccidén a los Procesos de Fermentacidn

Dentro de cualquier proceso de fermentacidén, existe una fase
previa, donde se buscan las condiciones Sptimas para que el proceso trang

curra con rendimientos lo suficientemente altos,

La explotacidn de un organismo vivo para fabricar una sustan
cia Util suele ser el clemento mis caracteristico en las aplicacibnes de
la microbiclogia a la industria. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
un proceso bioldgico sélo alcanza su completa utilidad cuando est8 adapta
do a un contexto de produccién. En un procesc de fermentacién industrial,

las materias primas tienen que entrar en contacto con las c&lulas vivas ©

con algin componente extraido de éstas, por lo que deben mantenerse las

condiciones ambientales que favorezcan las transformaciones bioquimicas

de los materiales nutritivos en productos, con frecuencia los productos
han de aislarse de otras sustancias con las que aparecen mezcladas. (Quin

tero, 198l).

Por lo tanto, la microbiologia industrial debe poner especial
cuidado en seleccionar microorganismos cuyo medio ambiente no sea dificil
de controlar, al mismc tiempo se debe procurar que la tecnologia desarro-
llada para mantener tanto a los microorganismos como a sus productos no -
debe ser muy sofisticada. Las etapas biSlogicas pueden conocersecasi siem
pre en términos de procesos quimicos de catilisis. La transformacibnde un -
sustrato en el producto deseado es acelerada por la presencia de uncataliza

dos y por consiguiente, se favorecen selectivamente sobre otras reaccio-




nes posibles.

De acuerdo con este esguema, un microorganismo constituye un
catalizador de excepcional complejidad. Por ejemplo, la levadura emplea
da en la elaboracidn de la cerveza o el vino puede considerarse cataliza
dor de la conversifn de azficares en etanol y didxido de carbono. Por su
puesto que los agentes reales de los cambios quimicos son las enzimas -
sintetizadas por el microorganismo, y, en algunos casos, la pfopia enzi-

ma sirve en lugar de la c&lula entera. (Withaker, 1972).

Pero lo habitual es que la transformacién biolSgica del sus-
trato incluya diversas reacciones quimicas entrelazadas, cada una de
ellas catalizada por una enzima distinta. En agquellos casos en que el -~
proceso biol6gico es la sintesis de una molécula compleja, tal como de -
un antibidtico o de una proteina, se requiere la presencia de sistemas
completos de enzimas. ' No se hé conseguido afin que tales procesos funcio

nen fuera de la c€lula viva. (Reed, 1975).

Una caracteristica distintiva de un catalizador biolégico, -
peculiaridad que tiene una ;nfluencia fundamental en el disefioc de una -~
planta industrial, es su exigencia de un medio controlado con pre- -
cisidn. También el catalizador inorgldnico opera méjor en una combinacién
particular de temperatura, presidn y otras condiciones fisicas. Pero las
condiciones sobre el funcionamiento de un catalizador biol6gico son mu--
cho mis estrictas y no tan‘drésticas. No se permite que lg temperatura
y el pH varien fuera de un estrecho margen. Por otro lado, cuando el ca

talizador bioldgico son cElulas vivas, el medio donde la reaccibn tiene




lugar debe proporcionar todos los nutrientes y otras sustancias necesarias

para mantener el crecimiento.

El medio de cuitivo proporciona los nutrientes y el ambiente
donde el sustrato y el catalizador interaccionan, de ahf que el agua es el
componente dominante en los medios de cultivo sumergido. En los cultivos

en superficie, los organismos crecen con minimas cantidades de agua (Quin-~

tero, 1981).

Una necesidad primaria es la fuente de carbono a quién nor--
malmente corresponde suministrar la energia para el metabolismo. En la --
mayoria de las fermentaciones industriales la fuente de carbono es el sus-
trato de la reaccibén catalizada, como en la fermentacién de sacarosa para
la fabricacién de etanol, en este caso especifico, dicho azficar tiene el -
doble papel de generador de energia y material de construccidn celular. --
los carbohidratos (entre los que se encuentran el almiddén y la glucosa), -
constituyen la fuente habitual de carbono, ademids de éste, los nutrientes
necesarios en cantidades sustanciales son nitrégeno y f8sforo. Ambos ele-
mentos se incorporan en las moléculas estructurales y funcionales de las -
células y en algunas ocasiones forman parte de las moléculas del producto.

Otros nutrientes, tales como vitaminas e iones, se requieren en menor can-

tidad.

Para los microorganismos aerobios el oxigeno es otro elemen-
to cuyo suministro reviste especial importancia. Algunos microorganismos
fermentativos son estrictamente anaerobios, ello vale decir que hay que -~

escluir el oxigeno de su ambiente.




P‘
La explotacidn comercial de las enzimas arranca de la @ltima

década del siglo pasado, cuando se introdujo extracto de células fingicas
en las industrias cerveceras para acelerar la degradacibén de almiddén a --
‘glucosa. Actualmente se fabrican una gran diversidad de enzimas (Tabla 5),
cuatro de ellas revisten gran importancia por su produccifn a gran escala:
Proteasa, Glucoamilasa, Alfa-Amilasa y Glucosa Isomerasa., Como se puede -
ver en dicha tabla, el amplio campo de aplicaciones de las enzimas, permi-
te utilizarlas en la industria alimenticia, papelera, textilera, farmacé&u-
tica, de sintesis quimica, detergentes asi como en anflisis quimicos (espe
cialmente clinicos), en tratamiento de enfermedades y en la investigaciéq
b8sica. En ese amplio espectro de actividades, la aplicacibn de Glucosa -
Isomerasa cae dentro de la categoria de los procesos industriales de gran
escala y la blsqueda de tecnologia que permitan su mejor aprovechamiento

estdn siendo fuertemente desarrolladas.




Tabla 5

ENZIMAS DE ACTUAL USO INDUSTRIAL

Enzimas

Accidén

Uso

O~amilasa

B-amilasa exo-1,4-
a-D-glucosidasa

Glucoamilasa
Invertasa

Enzimas pécticas

Celulasas

Catalasa.

Hidroliza enlaces O (1-4) de
almidén ’

Hidroliza enlaces a (1-4) de
almidén

Reconoce los extremos no-reduc
tores de almidén e hidroliza
unidades de glucosa

Conversidn de sacarosa a gluco
sa y fructosa

Hidroliza enlaces 6¢(1-4)
D-galacterfnidos en poligarac-
turénidos. Desmetilacidn de -
pectinas

Hidrolize enlaces B (1-4) glucd-
sidos de celulosa

Catalisa la descomposicién de
agua oxigenada

Disminucidén de la viscosidad de fi-
bras textiles; licuar almidén; pro-
duccién de glucosa

Produccibn de maltosa
Sacarificacién de maltas de destile
ria y cervecerfa; produccién de glu
cosa

Produccibén de dulces

Clasificacién de jugos de frutas y
vinos.ablandamiento de frutas

Auxiliares de la digestidn.en férma
cos. Hidrdlisis de carbohidratos -
de pared celular compleja,

Remueve el perSxido remanente, utili
zado para esterilizacibn

b1




Tabla 5
(continuacién)

Enzimas

Accidn

Uso

Glucosa Oxidasa

Glucosa Isomerasa

Proteasas microbianas

Proteasas vegetales

Bromelina

Papaina

Pepsina

Tripsina

Oxida glucosa o &cido dlucd-
nico en presencia de oxfgeno

Tranforma aldosas en cetosas

Degrada proteinas, polipépti
dos y péptidos

Hidroliza péptidos, amidas y
ésteres

Hidroliza péptidos, amidas y
ésteres particularmente de -
aminodcidos basicos, leucina
0 glicina

Hidrdlisis de péptidos y de
uniones cercanas a residuos
aromdticos o dicarboxilicos
de L-amino acidos.

HidrSlisis de péptidos, ami-
das y @ésteres, que involucre
el grupo carboxilo de L~-argi
nina o L-lisina

Remueve el oxigeno de productos ali
menticios. Andlisis clinicos,

Produccién de jarabes con alto con-
tenido en fructosas,

Aditivos en detergentes, clarifica-
cién de cerveza, ablandamiento de -
carne

Auxiliar de la digestién.en flrmacos,
suavizadores de carne

Clarificacidn de cerveza

Auxiliar de la digestién en f&rmacos

Ablandamiento de pieles, auxiliar de
la digestién en fArmacos

3~




Tabla 5
(continuacidn)

Enzimas Accién

Uso

Reninas Hidr8lisis de péptidos. Hidrd
1lisis de proteina de la leche

Lipasa Hidr6lisis de grasas y éste--
res de &cido grasos

Pancreatina Complejo multienzimitico que
incluye amilasa, lipasa, y
pancreato peptidasas

Fabricacién de quesos
Modifica sabores, alterando las gra
sas de la leche

Auxiliar de la digestidn en fdrma--
cos

Fuente: (Thomas, Gulf 1982)
(Withaker, 1972)

9T




2.2. Propiedades de Glucosa Isomerasa

La Glucosa Isomerasa es una enzima generalmente intraceélular que
cataliza la conversibdn de D-glucosa a D-fructoéa (Fig. 1), y en realidad
esti clasificada como una Xilosa Isomerasa cuyo nombre correcto es -
(D-Xilosa cetol Isomerasa E. C. 5., 3. l. 5) (Yamanaka, 1977). El inte--
rés comercial de esta enzima radica en que a través de su actividad se -
produce fructosa, que es un azlicar de 1.3 veces mayor poder edulcorante

que la sacarosa y de 2.0 veces la glucosa (Tabla 3).

Hay que sefialar que el efecto de isomerizacién, pueden sufri
lo otros azlicares como D-ribosa, D-alosa, L-arabinosa y L-ramnosa. Es-
ta transformacidn dependerd de la fuente microbiana utilizada (Sanchez,

Smiley, 1975).

La ¥m (Constante de Michaelis) para D-glucosa, D-xilosa y -~
D-ribosa varia de organismo a organismo, pero siempre en el intervalo de

0.086 - 0.920, 0.005 - 0,093 y 0.35 - 0.67 M respectivamente (Wen Pin -~

Chen, 1980).

La gran mayoria de Glucosa Isomerasas encontradas hasta aho-
ra, tienen una temperatura Sptima relativamente alta, la cual oscila al=-
rededor de 80°C. Pero hay informes que indican degradacién de cetosas a
altas temperaturas, por lo cual se recomienda trabajar a temperaturas --

menores que la &ptima (Hodge, 1953).

El pH 8ptimo para esta enzima, oscila de 7.0 a 9.0, pero es

conveniente trabajar al menor pH posible, para evitar la forma-
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2
cién de D-psicosa (azicar no metabolizable), lo cual sucede cuando se SO
meten soluciones de glucosa bajo condiciones alcalinas y altas temperatu

ras (Lai, 1975).

Como muchas otras enzimas, Glucosa Isomerasa requiere para -
su actividad catalitica en general, cationes divalentes tales como: -
24 2+ 2+ . .
Mg“’, co®’, Mn®, & una combinacién de los mismos (Wen Pin Chen, 1980).
Se sabe que estos cationes juegan un papel importante de proteccidén con-
tra la desnaturalizacidn térmica de la enzima y de activadores de la ==
reaccidn de isomerizacidn. Una importante caracteristica de la enzima -

de algunas cepas como Arthrobacter sp., es que no requiere C02+ para su

actividad o estabilidad (Lee, 1972).

Ia actividad catalitica de Glucosa Isomerasa se inhibe en la

2+

*, cu?t, w2ty ni%*. otros inhibidores son xili--

presencia de Ag+, ng s Cu
tol, arabitol, sorbitol, manitol, lixosa y tris. (Danno, 1967; Yamanaka,

1968; Danno, 1970; Takasaki, 1969).

2.3. Produccidn de Jarabes con Alto Contenido en
Fructosa por Métodos Quimicos

guimicamente la transformacifén de D-glucosa a D-fructosa tam
bién es posible, v se logra calentando una solucidn de glucosa como jara
be de maiz, en presencia de un catalizador alcalino. Pero debido a -~

la pobre selectividad del catalizador, se producen varios subproductos -

indeseables que acidifican y colorean el producto final. Para purificar

2l licor isomerizado quimicamente, de los subproductos que -




le dan mal aspecto, se requiere de un proceso de refinamiento, el cual es
sumamente costoso y complicado. Consecuentemente la isomerizacidn alcali

na no ha sido practicada comercialmente (Benyston y Lamm, 1972; Barker et

al., 1975).

2.4. Produccidn de Jarabes con Alto Contenido en
Fructosa por el Método Enzimatico

Actualmente la produccidén de jarabes con alto contenido en -~
fructosa se basa en la utilizacidn de una enzima de origen microbiano, -~
conocida comercialmente como Glucosa Isomerasa. El proceso de produccidn
de estos jarabes se viene desarrollando degsde hace 12 anos, ;tilizando en
general a la glucosa isomerasa dentro de la célula y en cé&lulas inmovili~
zadas para la produccidn en lote y continua a escala industrial (Zittan y

Pulsen, 1975). Como ejemplo podemos citar que Miles Laboratories, Inc. -~

produce una Glucosa Isomerasa de Streptomyces olivaceus, inmovilizada in-

tracelularmente (Miles Lab., 1974).

Por otro lado, se ha encontrado que al inmovilizar a la enzi
ma a un soporte sdlido, posee mayores ventajas que el retenerla dentro de
la célula, puesto que se evita la presencia de otros contaminantes celula
res, obteniéndose preparaciones con actividad especifica elevada reducién
dose los volimenes de enzima empleados para un proceso, y por lo tanto ~-
reduciéndose los costos de éste. Dado que el producto final es de mayor
grado de pureza y se puede recuperar la enzima para su reutilizacién, los
procesos industriales de produccifn han asimilado dicho método, al grado

de que actualmente hay varias firmas comerciales que utilizan Glucosa Iso0

merasa inmovilizada a diferentes soportes para la produccidn de jarabes -




fructosados (2zittan, 1975; Schnyder, 1974).

La principal ventaja de utilizar Glucosa Isomerasa para pro-
ducir jarabes con alto contenido en fructosa radica en la alta especifici
dad para llevar a cabo la isomerizacidn, con lo que se evitan reacciones

colaterales.

2.5 Microorganismos Productores de Glucogsa Isomerasa

pado que actualmente hay una gran cantidad de cepas producto

ras de Glucosa Isomerasa, fue necesario hacer una evaluacién de los micro
organismos mencionados en la literatura, y los que posefa el laboratorio,

para utilizar aquel que proporcionara las mayores ventajas, tanto a esca-

la de laboratorio, como a escala industrial.

En la actualidad hay aproximadamente 90 cepas productoras de
Glucosa Isomerasa reportadas en la literatura, de las cuales s6lo 40 son

de potencial industrial, Tabla 6 (Wen Pin Chen, 1980).

.

i1os trabajos los inicid Marshall y Kooi, con una cepa de --

Pseudomona hydrophila, donde se encontrd por primera vez la capacidad --

que tienen las bacterias para convertir glucosa en fructosa. (Marshall

and Kooi, 1953). La actividad enzimitica sdlo se daba cuando se agrega-
ba al medio de cultivo iones de arsenato, lo que imposibilitd su produc-
cidn comercial ya que posiblemente se trataba de una hexosafosfato- iso--

merasa.

La biisqueda prosiguid con Yamanaka en bacterias dcido-hete-

rolicticas, encontridndose en Lactobacillus brevis la mayor actividad.

La enzima de esta cepa era econdmicamente atractiva, debido a su
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bajo pH Sptimo, pero era menos estable a altas temperaturas, lo que obsta

culiz8 su produccidn comercial. (Yamanaka, 1963).

Trabajando con 300 cepas de Bacillus, Yoshimura (1966) aislé

a una de ellas que crecfia en xilosa como fuente de carbono a la cual cla-

sificd como Bacillus coagulans HN-68. La producciSn enzimitica de esta -
cepa aumentd cuando le fueron proporcionados iones manganeso al medio de

cultivo. La enzima de este microorganismo, tambifn resultS atractiva pa-
ra la industria, debido a sus propiedades y a las condiciones de reaccidn

que poseia.

Sin embargo, las especies de Streptomyces, han sido las mis =
ampliamente estudiadas y de donde se han obtenido la mayot parte de enzi-
mas comerciales. Como ejemplo, podemos citar a S. wedmorensis ATCC-21175,
éste microorganismo fué la fuente de Glucosa Isomerasa para producir -
500,000 toneladas de Jarabe de Malz con Alto Contenido en Fructosa -

(Schnyder, 1974).

Los trabajos con Streptomyces, los inicif Tsumura y Sato -

(1965), quienes descubrieron en S. phaeochromogenes SK, el primer microoxr

ganismo, de éste género, capaz de producir Glucosa Isomerasa. A partir de
entonces se han reportado mds de 26 cepas con capacidad de producir dicha

enzima.

Cotter (1971), reportd, que S. albus ¥YT-4 y ¥YT-5, fueron pro-
ductoras eficientes de la enzima. Paralelamente se estudiaron las cepas

de S. venezuellae ATCC-21113 y S. olivochromogenes ATCC-21114 (Izuka, ==

1972). Los Laboratorios Miles, es una de las industrias que produce Glu-




cosa Isomerasa, usando S. olivaceus NRRL B-3588 (Miles Lab., 1974). Una
mutante de 8ste microorganismo, la cepa NRRL B-3916, es usada a escala -
industrial, tambi&n por Miles Cargill Inc. Weber (1975), aislé una cepa
de S. glaucescens ETC-22794, la cual fué sobresaliente por su capacidad

para producir Glucosa Isomerasa extracelular. Otra mutante de -

S. olivochromdgenes, la cepa ATCC-21114, fu@ tambi&n la fuente de enzima

utilizada para producir Jarabe de Mafz con Alto Contenido en Fructosa -

(Invertosa) para Corn Products (Godzicki, 1975).

Anheuser-Bush Inc., uwtilizd una cepa de Actinoplanes -

missouriensis, para producir Glucosa Isomerasa comercial. Este microor-

ganismo es de los mis potentes en la produccién de la enzima (Shieh et al.

1974).

La lista es extensa, pero utilizando criterios muy selectivos,
como 1los requerimientos de la fuente de carbono, fuente de nitrGgeno, mi-
nerales, pH y tempratura Sptima de crecimiento, tiempo de mixima produc--
cidn y por supuesto, actividad enzimitica, se realiz8 una evaluacién de -
10s microorganismos disponibles para seleccionar la cepa que se adaptara

mis a nuestras necesidades, en base a los anteriores .requerimientos.

si se revisa la Tabla 6, en la cual, se agrupan la mayorfa --
de los microorganismos productores de Glucosa Isomerasa; se puede ver que
la actividad significativa de isomerasa est8 asociada consistentemente ==

con la presencia de Xilosa & Xilanos en el medio de crecimiento.




Tabla 6

CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE GLUCOSA ISOMERASA

Microorganismo Fuente de Fuente de pH Temp, Tiempo Rendimiento
carbono nitr8geno °C hs. u/ml cultivo
Actinoplanes missouriensis Melaza de Harina soya 7.0 30 72 2.5 -35.2
NRRRL~-B-3342 remolacha o 'AﬂM+NaNO3
Aerobacter aerogenes Xilosa & (NH4)2HPO4 28 48 -
manosa
A, cloacae Xilosa (NH4)2HPO4 6.8 30 24 -
N
A. levanicum Xilosa Ex. de lev. 7.5 23 24 0.3 "
!
Arthrobacter Glucosa Ex. de lev. 7.0 28 - 2.2 - 4,7
NRRI, B~-3726,3727,3728 Ex. de car,.
Arthrobacter Xilosa+ - 6.9 30 - -
NRRIL B3728 Glucosa
Bacillus coagulans. Xilosa Ex. de lev, 40 15 -
HN-68 ' + NH,C1
Bacillus coagulans. Glucosa WCM + 6.8 50 13 8.8
NRRL=~5650 (mutante) (NH4)ZSO4
Bacillus coagqulans Xilosa (NH4)2504 60 - -

NRRL-5649-66 (mutante)

B. Stearothermophilus Xilosa Peptona+*ACM - 55 3.9 -12.9
Ex. de lev.

*Agua de Cocimiento de Maf{z




Tabla 6
(continuacidn)
Microorganismo Fuente de Fuente de pH Temp. Tiempo Rendimiento
carbono nitrdgeno °C he. u/ml cultivo
Bacillus sp. Xilosa+ Peptona+ - 38 17 -
NRRL B-5350, 5351 Glucosa caseina
Corynebacterium candidus Xilosa Peptona - 30 48 -
ATCC-31261
Curtobacterium helvolum Xilosa Ex. de car. - 30 24 -
NCLB-10352 Ex. de lev,
Escherichia intermedia Xilosa Nﬂqcl - 28 20 -
Flavobacterium arborescens Lactosa Hidrolisado - 30 72 -
de proteina
Lactobacillus brevis Xilosa Peptona - 37 18 -
Ext., de lev,
Microbigpora rosea Xilosa Ex. de lev, - 30 65 0.160
Dextrinas "A.C.M,
Nocardia corallia Xilosa Ex. de car. 7.0 30 72 -
NH NO
4 3
N. dosovillei Xilosa *A.C.M. - 30 - 0.400
Glucosa
Paracolobactrum Glucosa NH4Cl - 30 - -

aerogenoides

* Agua de Cocimiento de Mafz

»
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Tabla 6
(continuacidn)
Microorganismo Fuente de Fuente de pH Temp. Tiempo Rendimiento

carbono nitrS8geno °c hs. ‘u/ml cultivo

Streptomyces sp. Hidrolis. Triptona - 30 24 - 30 -

541-10 &cida de Ex. de lev,
Bagazo

Streptomyces sp. Xilosa Triptona 7.0 30 96 1,10

Ex. de lev, 7.2

S. albus YT-4 Salvado *A.C.M. - 30 30 2,57
de trigo

S. albus YT-5 Xilosa & *A.C.M, - 30 20 - 24 2,8
Xilanos

S. albus YT-6 Salvado *A.C.M. - 45 20 1.94
de trigo

S. bikiniensis Xilosa & Ex. de lev. - - 40 2.0
¥ilanos Peptona

5. bodiliae Xilosa & Polipeptona - 30 20 -
Sorbitol

5. flavogriseus Hemice - *A.C.M, 7.0 30 36 3.5
lulosa

S. flavovirens Xilanos Polipeptona - 30 - -

* Agua de Cocimiento de Maiz

9z



Tabla 6
(continuacién)
Microorganismo Fuente de Fuente de pH Temp. Tiempo Rendimiento
carbono nitrdgeno °C hi, u/ml cultivo
S. galbus Sorbitol + *A.C.M. 7.0 28 40 3,7
Gluc+Xil
S. glaucescens Xil.+Glu, Ex. de lev, -~ 30 46 2,2
+Sorbitol
S. olivaceus Xilosa + Peptona+ 7.0 - 2,9
NRRL B-3916 Alm, Mafz Ex. de lev.
S. olivochromogenes Xilosa + Peptona+ - 28 48 .20
ATCC-2114 Alm, Papa Ex,., de carne
S. phaeochromogenes Xilosa Peptona+ - 29 24 5.56

SK

Ex. de lev.

*Agua de Cocimiento de Maiz

Fuente: (Wen Pin Chen, 1980).
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La xilosa, es una pentosa, cuyo valor en el mercado la hace
incosteable para ser utilizada como materia prima, en un medio de creci

miento a escala industrial.

I1os xilanos, son polimeros de xilosa, los cuales se encuen-
tran en forma mds o menos abundante en materiales de deshecho como olo-
tes de maiz, salvado de trigo y clscara de maiz, &sto puede ser una al-
ternativa, ya que los trabajos héchos por Takasaki, culminaron con la -

obtencidn de una enzima proveniente de un cultivo de Streptomyces albus,

crecido en un medio conteniendo xilanos como fuente de carbono (Takasaki

et al., 1969).

Otra caracteristica sobresaliente de los datos presentados
en la Tabla 6, es que varios de los microorganismos enlistados, requie-
ren cobalto como uno de los minerales necesarios para su desarrollo, co
mo es bien sabido, este ion genera problemas en seres humanos y anima--

les, debido a la toxicidad del cobalto.

El género Arthrobacter, es uno de los pocos microorganismos
p:oductores de glucosa isomerasa, capaces de crecer en un medio de cul-
tivo, donde la fuente de carbono es esencialmente glucosa (Lee, 1972).
La cantidad de Glucosa Isomerasa producida es comparable y en muchos ca

sos superior a la de los microorganismos crecidos en xilosa.

Los trabajos encabezados por Lee et al., llevaron al descu-
brimiento de tres mutantes constitutivas, las cuales crecian y producfan
la enzima en completa ausencia de xilosa y xilanos. Estas cepas fueron

Arthrobacter novus sp. NRRL B-3726, NRRL B-3727, y NRRL B-3728, Dado que

la enzima de estos microorganismos es constitutiva, su interé&s industrial

aumenta considerablemente. Sin embargo, fue necesario considerar un medio de

........l........l.lIIlIIIlllllIIlIllIIII:_________________________________________________________JZfL—
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crecimiento y produccidn, cuyas caracteristicas sostuvieran un buen ren-
dimiento tanto de biomasa como de la enzima.. Al mismo tiempo se debib -
considerar el costoy disponibilidad., de cada uno de los nutrien-
tes que forman el medio para produccidn, con el objeto de evaluar su po-

sible escalamiento.

Las cepas de Arthrobacter obtenidas por Lee et al., fueron -
desarrolladas en medios nutritivos de'grado reactivo, de ahi que, pensan
do en la produccidn industrial de la enzima, se desed un medio que susti
tuyera a cada uno de los nutrientes originales, pero sin que afectara --

considerablemente la potencia enzimitica.

De las diferentes materias primas que en los dltimos afios han
sido de gran atractivo para la industria de fermentaciones, sobresale la
melaza y el agua de cocimiento de maiz (Solomons, 1971). La primera, es
un subproducto obtenido durante la fabricacibén de azlicar a partir de --
cafla. El contenido de azlicares fermentables es suficiente para soportar
el desarrollo de microorganismos a gran escala, y su costo en el mercado
no es muy alto (~$2.00/Kg). El agua de cocimiento de maiz, es un subpro
ducto de la fabricacidn de glucosa y almiddn, producido a partir de maiz.
El proceso de obtencidn de dichos carbohidratos, determina que muchos --
minerales y material nitrogenado se extraigan del grano y posteriormente
se incorporen al agua de cocimiento, lo que le permite ser utilizada como
fuente de nitrdgeno en medios de cultivo de grado industrial (Casida, -~

1969) .

En 1977, Shieh reportd un medio mejorado, para la produccidn

de la glucosa isomerasa que contiene melazas y harina de soya. Anterior




A

mente, hay numerosos reportes, sobre la utilizacidn del agua de cocimien

to de mafz para la produccidn de otras moléculas (Takasaki 1969, Heady -

1973, Cejka 1976, Novo In. 1977 y Shieh 1977).




3) MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos y Medios de Cultivo

Las dos cepas utilizadas, fueron las mutantes constitutivas -

de Arthrobacter novus sp. NRRIL, B-3726 y 3728,

Algunas caracteristicas morfoldgicas, de las dos cepas emplea
das en el presente trabajo son: bastones irregulares en forma y tamafno,-
generalmente de 0.5 a 0.7 micras de difimetro por 1;0 a 3.0 micras de lon-
gitud. Las c€lulas tienen un arreglo en forma de palizaﬁa. Pueden ser -
rectas, curvadas o dobladas, frecuentemente unidas. Cuando los cultivos
son viejos, se observan formas cocoides de 0.6 a 1.0 micras de difmetro,
Si se transfiere a un medio fresco, las formas cocoides sufren cambios --
morfol8gicos, dando lugar a formas de bastfn, los cuales son no-motiles.

En cultivos jbvenes son gram-negativos, muchos de ellos con grénulos gram-

positivos.

Los medios de cultivo ‘evaluados para control, son los que a -

continuacidén se describen:

a) Medio 1 & de almacenamiento

% (p/v)

Dextrosa 0.5

Extracto de carne 0.3

Bacto peptona 0.5

NaCl 0.8

MgS0,, . 7TH,0 0.01

CaCl2 0.01

pH final 6.5 - 7.0 (sin ajustar)

Agua destilada c,b.p. 100 ml




b)

c)

Medio 2 & de crecimiento

Dextrosa
Extracto de carne
Extracto de levadura

(NH4)2HPO4

KH2PO4

MgSO4.7H20
CaCl2
pH final

Agua destilada c.b.p.

ol

% (p/Vv)

2.0
0.3
0.15
0.6
0.2
0.01
0.01
6.9 (sin ajustar)

100 ml

Medio 3 & de produccidén de la enzima

Dextrosa

Extracto de carne
Extracto de levadura
(NH4)2HP04
KH?PO4
MgSO, . 7H,0
CaCl2

Agua destilada c.b.p.

% (p/v)

2.0
0.6
0.15
0.6
0.2
0.0l

0.01
100 ml

Todos los ingredientes de cada medio se esterilizaron juntos du--

rante 30 minutos a 121°C de temperatura y 18 - 20 psig de presibén, a me-

nos que otra cosa se indique en el texto. El pH final después de este--

rilizar,

era invariablemente de 7.0,

Todos los reactivos para los medios

de cultivo fueron obtenidos de Difco, S.A.




3.2. Metodologia para el Cultivo de Arthrobacter

La metodologia desarrollada para el cultivo de Arthrobacter

se resume en la Fig. 2 y se explica a continuacidn.
3.2.1 Propagacidén de la Cepa Madre

Para la propagacién de la cepa madre, se aislaron colonias -

de Arthrobacter novus sp. en cajas de Petri, a partir de un tubo con --

agar nutritivo inclinado, con el objeto de tener colonias tipicas. Poste
riormente, cada colonia aislada fu& resembrada en un tubo con agar nutri
tivo inclinado (medio 1), incubdndose a 29°C durante 24 horas, después -
de lo cual se almacenaban a una temperatura de 4°C, resembrfiindose cada -

mes.

3.2.2. Preparacidén de Semilla para Crecimiento

De la cepa madre se resembraba a cajas Petri, conteniendo el
medio 1. EL indculo se esparcia sobre toda la caja de manera que el mi-
crooxganismo creciera uniformente sobre la superxficie del agar. Al -
igual que para la formacidén de la cepa madre, la semilla de crecimiento

se incubaba a 29°C, durante 24 horas.

Posteriommente, se resuspendian las c@&lulas de las capas Pe-
tri utilizando 10 ml de agua estéril. La resuspensién se realizaba con
una asa previamente esterilizada, después de lo cual,'se vertia el conte
nido a un matraz Erlenmeyer de 250 ml, para llevar a cabo el ajuste de -

inéculo.
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3.2.3. Preparacidén y Concentracidn del Indculo

El desarrollo celular, obtenido a las 24 horas de crecimiento
y bajo las condiciones anteriormente sefialadas, se ajustaba por densidad
dptica, a 1.0 unidades, utilizando una longitud de onda de 540 nm. De --
ésta muestra ajustada, se utilizaban 5.0 ml como indculo, de manera gque -
la concentracién final quedara al 5.0% (v/v). La solucidn empleada para
diluir el indculo, fue amortiguador de fosfato de potasio dibasico a una
concentracifn de 0.1 M y pH de 7.0. Una vez inoculados, los matraces se
incubaban a 29°C durante 24 horas y a 250 revoluciones por minuto, en una
agitadora New Brunswick Scientific modelo G-10. Para inocular los medios

de cultivo de prueba, tambi&n se siguid la misma metodologfa.

3.3. Cosecha de Biomasa

La biomasa resultante, después del tiempo sefialado de fermen
tacidn (24 hrs.), se vertia en botellas de centrifuga de policarbonato
de 250 ml, y se centrifugaban a 6,000 revoluciones por minuto, durante 15
minutos, a 4°C. El medio de cultivo se decantaba y se le media el volu--
men final. El paquete celular obtenido, se resuspendia en buffer de fos-
fatos 0.05 M y pH de 7.0, y se centrifugaba nuevamente para efectuar un -
primexr lavado; repitiéndose la operacidén una vez mds, para efectuar un se
gqundo lavado, bajo las condiciones arriba sefialadas. Posteriormente, se
decantaba el agua de lavado y las células se resuspendfan en buffer de --

fogfatos 0.05 M y pH de 7.0, utilizando el menor volumen posible de buffer




(normalmente 20 ml), para concentrar la enzima. Este extracto de células,
se utilizaba como fuente de enzima en los ensayos de actividad. En todos

los casos se utilizé una centrifuga Sorval Dupont, modelo RC-5.

3.4. Determinacidn de Crecimiento Celular

El crecimiento celular, en los medios de grado reactivo, re~--
portados por Lee et al., se determind por el método turbidim&trico. Pri-

meramente se midif la densidad 8ptica de los medios de cultivo antes de ~

inoculat, dicha lectura se consideré como blanco del medio y posteriormen

te se restS de las dem8s lecturas. Despu@s de inocular, inmediatamente -
se tomd una muestra, a la cual se consider6 como tiempo cero. A partir de
ahi se fueron tomando muestras cada dos horas, hasta que se llegé a la -~
fase estacionaria. Las muestras tomadas para densidad 6ptib§,.se diluian con

amortiguador defosfatos y se lefan a 540 nm en un Colorfmetro Bausch-and -

Lomb, modelo S-20.

3.5. Determinacién de Actividad Enzimftica

Se utilizaron dos sistemas para medir la actividad enzimitica:

Sistema 1

Glucosa 2 M 10.0 ml
*Suspensién celular 9.8 ml
M9012 0.01 M 0.2 md
Volumen total 20,0 ml
pH 6.8
Temperatura 65.0°C
Agitacién 300.0 rpm.,




’(

Sistema 2

Fructosa 2 M 10.0 ml
*Suspensidn celular 9.8 ml
M9012 0.01 M 0.2 ml
Volumen total 20,0 ml
pH 6.8 ml
Temperatura 65.0°C
Agitacién 300.0 rpm.

* La suspensién celular fué la fuente de enzima.

El proceso se iniciaba inmediatamente después de la cose
cha de biomasa, tomando 9.8 ml de la suspensién celular, los cuales se —--
preincubaban a 65°C. En la fase de preincubacidn, se adicionaban 0.2 ml,
de una solucidn de M9012 0.01 M, iniciando la agitacién a 200 rpm. El --
sustrato se preincubaba por separado, dentro del sistema que controlaba -
la temperatura a 65°C., Despuds de 5 minutos de preincubacién, se tomaban
10.0 ml del sustrato y se vertfan al recipiente que contenfa la enzima, y
simult@neamente se disparaba un cronémetro, para medir los tiempos en que
se irfan tomando alfcuotas de 2.0 ml a los tiempos de 0', 3', ' y 9 minu
tos. Estas alfcuotas se depositaban en un tubo que contenfa 10.0 ml de -

4cido perclérico 0.1 M, y se agitaban inmediatamente en un Vortex-Genie -

Modelo K-55-G. De &stos tubos, se tomaban las alficuotas respectivas para

posteriormente efectuar la determinacién colorimétrica de fructosa & glu-

cosa.




-

3,6. Determinacidn Colorimétrica de D-fructosa

Para la medida de la actividad enzimdtica producida en cada
ensayo, a cada muestra tomada después de la reaccidn de actividad,se lede
termindbd la concentracién de D-fructosa por el método de Cistefna-Carba
zol, descrito por Dische y Borenfreund (1951), para lo cual, a una alf--
cuota de 0.1 ml se le adicionaba 0.4 ml de agua destilada, mas 0.1 ml de
Cisteina al 2.5% en agua. Los tubos con la muestra se preincubaban a --
30°C durante dos minutos, posteriormente se adicionaban 2.0 ml de una so
lucidn de &cido sulffirico al 80%, previamente mezclado con una solucién
de Carbazol al 0.4% en alcohol etflico (grade reactivo), con una relacibén
dcido~carbazol de 100:1. Las muestras se incubaban a 30°C durante 30 mi
nutos, e inmediatamente se lefa densidad Sptica a 560 nm en un colorfme-

tro Bausch and Lomb, modelo S-20.

Para determinar la cantidad de fructosa obtenida, se calculaba

un factor de conversién, en base a tres estindares que se medfan simulti
neamente con las muestras problema,.,. Dichos estindares se tomaban de --
una solucién de fructosa 0.5 M, cuyos valores se graficaban en una curva

de concentracifén de fructosa contra densidad Sptica a 560 nm (Fig, 3).

3.7. Determinacidén Colorimétrica de D-glucosa

Se utilizd el método de Glucosa Oxidasa reportado por Werner,
Ray y Wielenger (1970}, cuyos reactivos se venden comercialmente y endonde se’

utilizan dos soluciones diferentes; la nfimero 1, es un estindar que contie-

ne 9.1 mg de glucosa/100 ml., y, la solucién 2, que contienen 100 mMde amor_
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FIG. 3
CURVA ESTANDAR DE FRUCTOSA METODO DE
CISTEINA CARBAZOL
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tiguador de fosfatq; pH = 7.0; 20 microgramos de POD/ml (Peroxidasa); 180 -
microgramos de GOD/ml (Glucosa Oxidasa) y 1.0 mg de cromSgeno ABTS/ml -~
(2,2'-azino-qdi- 3-etil-£enztiazolin-sulf6nico-(6) diamonio. La solucién
dos, se diluye en 1000 ml de agua bidestilada. Después de hacer las di--
luciones adecuadas de las muestras problema, se vierten 5.0 ml de la solu
cidén 2 en 0.1 ml del problema, se mezclan,. se dejan en reposo a temperatu
ra ambiente y después de 30 minutos y no mids de 50 se leen‘:las densidades
6pticas a 620 - 660 nm, en un colorimetro del mismo modelo que el anterior.
Asimismo; se trazd una curva estindar de densidad 8ptica contra concentra
cidén de glucosa (Fig. 4), para determinar intervalo de lecturas y los c8l

culos de las muestras problema.

3.8, M8todo de Lisis Celular

La induccidn de 1lisis celular, se llevé a cabo segin el méto-
do reportado por Sipos et al. (1973). Dicho método consisti6 en utilizar
340 mg de biomasa, cultivada y cosechada de acuerdo como se describid an-
teriormente. La cantidad de biomasa sefialada, se resuspendif en 17.5 ml
de buffer de fosfato de potasio 0.05 M a pH = 7.0, m8s EDTA 0.005 M. Al

buffer de fosfatos previamente se le habfan agregado 0.60 mg de lisozima

y 0.30 ml de tolueno.

Esta mezcla se dejé incubar durante 20 horas a 20°C después

de lo cual, se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos y a 4°C,

Se recuperaron 15 ml de sobrenadante, al cual, posteriormen-

te se le midi8 actividad enzimftica, asf como el resto del paquete celu~

lar.
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4) RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccifn de la Cepa de Trabajo y Ensayo de Ruptura Celular

En el momento de iniciar &ste trabajo, se contaba con dos ce-

pas de Arthrobacter novus sp., éstas fueron las mutantes 3726 y 3728, las

cuales estin reportadas en la literatura como de las que tienen mayor po-
tencial industrial (Bucke, 1977), ya que producen una enzima qgﬁ'glto po-
der de isomerizacidn. Con el fin de seleccionar a la cepa con la que se

probarfan los diferentes medios de cultivo, se procediS a evaluar tanto -
su viabilidad como la actividad enzimftica que en ese momento posefan, -~
para de ahf partir hacia la evaluacifn de los medios de cultivo reporta--
dos en la literatura para estas cepas, con el objeto-de- seleccionar a una
de ellas como: control, y, eventualmente introducir modificaciones que pu-
dieran reportarnos datos de crecimiento y actividad constantes y afin mayo
res. Posteriormente,.se irfan sustituyendo en el medio de cultivo selec-
cionado, cada uno de los nutrientes base.pox materias primas de grado in-
dustrial. Para tal f£fn, se hicieron crecer ambas cepas en el medio de --
cultivo reportado por Lee et al,, para la preducciSn de la enzima, (medio
3) y los resultados se enlistan en la Tabla 7, donde se puede ver que se

analizaron tanto el paquete celular como el sobrenadante de ambas cepas,

ya que, a pesar de que la enzima de Axthrobacter es intracelular, se tie-~
nen casos de microorganismos cuya enzima es liberada por lisis, debido a

que hay autblisis y 8sta se puede ver favorecida por las manipulaciones -

durante la cosecha (Hyzuka 1973, Wen Pin Chen 1980),




Tabla 7

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

DE DOS CEPAS DE Arthrobacter

Arthrobacter novus Actividad enzimitica
NRRL B-3726 micromol F/min *u/ml
Sobrenadante 17.5 0.17
Sgspensién de 24.6 0.94
células
Arthrobacter novus
NRRL B-3728
Sobrenadante 14.0 0.14
Sgspension de 76.7 0.76
células
*Una unidad de actividad de glucosa isomera
sa, es la cantidad de enzima que produce =
una micromol de D-fructosa por minuto, en
las condiciones de ensayo definidas en Ma-

teriales y Métodos.




Como los resultados lo demuestran, la mayor parte de activi-
dad enzimdtica se encuentra intracelularmente, siendo 84.8% y 84.4%, y so
lo se encontrd 15.2% y 15.6% de actividad enzimdtica extracelular para -

las cepas 3726 y 3728 respectivamente.

Con el fin de recuperar una mayor actividad enzimitica en am
bas cepas, se decidid evaluar un m8todo convencional de lisis celular.
Para lo cual se utilizd el método de ruptura reportado por Sipos (1973),

Suekane (1974) e Hirota (1977) y descrito en Materiales y Métodos.

De los datos reportados en la Tabla 8, se puede concluir ~-
gque hubo induccidn de lisis celular, ya que se obtiene entre el 26 - 30%
de actividad enzim@tica por mililitro de caldo en el sobrenadante de am-
bas cepas. Puesto que el método de lisis: empleado, es de los mis sen-
cillos para utilizarse a nivel de laboratorio, y ya que no hubo lisis -~
completa, se decidid seguir utilizando el paquete celular como fuente de
enzima en los siguientes ensayos de actividad, y no utilizar el método de

1isis celular,

Tomando en cuenta la reproducibilidad de los datos obtenidos
.hasta ese momento, se decidid utili;ar la actividad enzim8tica en unida-
des producidas por mililitro de caldo de cultivo, como el parfmetro deci
sivo en la eleccidn de la cepa de trabajo, ademds de que dichas unidades
son utilizadas por la mayorfa de los autores (Bucke 1977), por lo que se

podrfa establecer un punto de comparacidén entre los resultados obtenidos

y los reportados en la literatura.




Tabla 8

INDUCCION DE LISIS CELULAR CON TOLUENO
Y LISOZIMA DE LAS CEPAS 3726 Y 3728

Arthrobacter novus Actividad enzimi&tica
NRRL  B~3726 micromol F/min u/ml
Sobrenadante 35.7 0.35
Extracto celular 85.3 0.84

Arthrobacter novus
NRRL B-3728

Sobrenadante 24.6 0.24

Extracto celular 71.2 0.70




o

Este fu&, por lo tanto, el criterio para elegir a la cepa de

Arthrobacter novus sp. NRRL B-3726, como el microorganismo de trabajo en

los siguientes ensayos, ya que su actividad fué superior en 19% con res--

pecto a la otra cepa.

4.2. Evaluacidon de los Medios de Cultivo de Grado Reactivo

En la patente de Lee et al., se describen tres medios de cul
tivo, los cuales son utilizados de diferente manera; asi se tiene que hay
un medio de cultivo para conservacién de la cepa (Medio 1), un medio de -
crecimiento (Medio 2) y finalmente, un medio de cultivo para produccidn -

de la enzima (Medio 3).

Dado que el objetivo principal de este trabajo es la sustitu
cibén de &stos medios, se decidif evaluar cada uno de ellos, con el £fn de
seleccionar a uno como control, utilizando los siguientes parametros de -

decisidn:

1) Tiempo de miximo crecimiento

2) Actividad enzimitica

Hay que sefnalar, que las diferencias en cuanto a la composi-
cién de los medios de cultivo eran mis notables entre el 1 con respecto -
al 2 y 3, que el 2 con respecto al 3 (Ver descripcién de los medios en -~

Materiales y Mé&todos).

Como era de esperarse, en el medio de cultivo 1 se tiene menos

crecimiento, ya que contiene menor concentracifn de glucosa (0.5%), ademis

de que no contiene fosfato dibdsico de amonio, ni fosfato monobi&sico de -




potasio, a la primera de &stas sales se le considera como fuente de nitré
geno inorgdnico, lo que le adjudica un papel enriquecedor de la fuente de
nitrégeno en los medios de cultivo 2 y 3, lo cual se confirma con su ma--
yor crecimiento en estos medios (Fig. 5), pero sin embargo, no afecta favo
rablemente la actividad enzimitica (Tébla 9). Aunque en el medic 1 se ob-
tuvo el menor crecimiento, tal comportamiento no evitd que en ese medio se
encontrara la mayor actividad (1.19 u/m}l), siendc menor en el medio de cul

tivo 2 (1.12 u/ml) y la mis baja en el medic de cultivo 3 (0.98 u/ml).

Cabe hacer notar, que en estos ensayos, la baja actividad ob-
tenida (aproximadamente 3 veces menos de la reportada en la literatura, -
(Brucke 1977), se debi8 a que el tiempo Qe inéubaci&n, durante la fermenta
cidén fué de 16 hrs, ya que en ese tiempo se obtuvo el méximo de crecimien-

to.

En virtud de que en los medio de cultivo sefialados como de --
mayor produccifn enzimitica; esta resultaba baja, a pesar de que la enzima
de este microorganismo es constitutiva, se pens6 en la posibilidad de'que
hubiera represiSn catab§lica por la.alta concentracifin de glucosa y los ~~
tiempos relativamente cortos de fermentacifn, por lo que se aumentS la con

centracifn de glucosa en el medio 1 a 2% y se disminuyS en los medios 2 y

3 a0.5%.,

Los resultados de tal modificacifn para el crecimiento celu-~
lar, estdn descritos en la Figura 6, donde se puede ver que hay una eleva-~

cién de la pendiente en la curva de crecimiento del medio 1, mieﬁtras que




Tabla 9

EVALUACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
DE GRADO REACTIVO

Medio 1 (%) Actividad enzimitica
micromol F/min u/ml

Glucosa 0.5 121.13 1.19
Ex. carne 0.3
Peptona 0.5
NaCl 0.8
MgSO4 0.01
Medio 2 (%)
Glucosa 2.0 113.4 1.12

Ex. carne 0.3
Ex. lev. 0.15
(NH4)2HP0 0.6

4
Kﬂzpo4 0.2
Mgso4 0.01
Medio 3 (M)
Glucosa 2.0 98,7 0.98

Ex. carne 0.6
Ex. lev. 0.15
(NH4)2HPO 0.6

4

KH2P04 0.2

Mgso, 0.01
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FIG. B
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FIG. 8
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ot
las curvas de crecimiento de los medios de cultive 2 y 3 permanecen esen-

cialmente igual.

La actividad enzimitica continud siendo mayor en el medio 1 -
(1.28 ~u/ml), y solo se notd un ligero aumento de la misma, con respecto
al anterior ensayo, en los medios de cultivo 2y 3 (1.15 y 1.01 u/ml res-

pectivamente), Tabla 10.

De acuerdo con estos resultados, se eligi6 al medio de culti-
vo 1 formado por: glucosa 0.5%, extracto de carne 0.3%, peptona 0.5%,
Mgso4.7azo 0.01% y NaCl 0.83%, como el medio de cultivo para ser utilizado
como control en los ensayos qﬁg,restan. Cabe sefialar el hecho de que el
medio 1 Eareciera de fosfato dibAsico de amonio y de fosfato monobdsico -~

de potasio, ya que se tendria un medio menos complejo.

Por otro lado, aunque se-aumentd en 4 veces la concentracién
de glucosa en el medio 1 (en el cual se encontrd la mayor actividad), es-~
te procedimiento no resultd benéfico, para que aumentara la actividad --

enzimatica.

4.3, Efecto de la Forma de Esterilizacifn de los Medios de Cultivo y

del Lavado Celular sobre la Actividad EnzimAtica

Es frecuente que durante la formulacién y esterilizacidn del
medio de cultivo, no se tome en cuenta la posible reactividad de los nu-~
trientes. Este es el caso de la interaccidn entre aminodcidos y aztica--
res, que dan por resultado la formacidn de compuestos dificiles de utili.
zar por los microorganismos. Dicha interaccién se conoce comiinmente co-

mo Reaccidn de Maillard (Reed, 1975).




Tabla 10

EVALUACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
DE GRADO REACTIVO

Medio 1 (%) Actividad enzimatica

micromol F/min u/mll

Glucosa 2.0 129.8 1.28
Ex. carne 0.3
Peptona 0.5
NaCl 0.8
MgSO4 0.01
Medio 2 (%)
Glucosa 0.5 115.9 1.15

Ex. carne 0.3
Ex. lev. 0.15
(NH4)2HPO 0.6

4
KH2P04 0.2
Mgso, " 0.01
Medio 3 (%)
Glucosa 0.5 103.0 1.01

Ex. carne 0.6
Ex. lev. 0.15
(NH4)2HPO4 0.6

KH2P04 0.2

MgSO4 0.01

o




Se decidié cuidar éste aspecto, llevando a cabo la esteriliza
cibn de la fuente de carbono y las fuentes de nitr&geno por separado. Asi
como también, se evitd la lisis celular al maximo, para lo cual se cambib
el agua destilada y se utilizé un amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M

a pH 7.0, durante la fase de resuspensifén y lavado celular.

Este procedimiento pexrmitif aumentar la actividad hasta en un
27% (Tabla 11l). Se pue@e observar que el efecto real esti dado por la se-
paracifn de los nutrientes durante la esterilizacifn, ya que cuando se uti
1iz8 amortiguador de fosfatos para el lavado el awmento en la actividad -—

fué de solo el 4.2%,

4.4. Efecto de Diferentes Tipos de Agua sobre la Actividad Enzimftica

Otra consideracibén importante, dentro de las modificaciones -
hechas al medio de cultivo seleccionado como control, fué€ verificar el --
efecto de la utilizacién del agua destilada y la sustitucién de €sta por -
agua potable, que es la usualmente utilizada en los medios de cultivo para
fermentaciones industriales. La importancia que se atxribuy$é a este hecho
radic6 en que muchas veces, algunos elementos traza y/o factores de creci-
miento, son precisamente suministrados por el agua (Calsm 1967). En la -
Tabla 12, se puede ver que hay un' incremento notorio en la actividad engi-
matica, cuando ée'utilizs agua no destilada (2.1 u/ml), con respecto-al -
control (1.76 u/ml), Sin embargo, cuando se enriéuecieron, tanto el agqua
destilada como el agua no destilada con CaCl, 0.01l%, se increment8 afin mis

la actividad enzimftica (2.13 y 2.18 u/ml respectivamente), lo cual concuer




Tabla 11

EFECTO DE LA ESTERILIZACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Y LAVADO CELULAR SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Tratamiento

Actividad enzimAtica
micromol F/min u/ml

Esterilizacién de nutrientes
juntos. Células lavadas con
agua. (control).

Esterilizacifn de nutrientes
por separado. Cé&lulas lava-
das con agua.

Esterilizacifén de nutrientes
juntos. Células lavadas con
buf fer fosfatos 0.05 M.

Esterilizacifn de nutrientes
por separado. Células lava-

das con Buffer Fosfatos 0.05 M

117.0 l.18
148.7 l.40
121.9 l.23
159.3 1.50

o
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Tabla 12

EFECTO DEL AGUA Y LAS SALES DE CALCIO
Y SODIO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Agua utilizada en Actividad enzim&tica
el medio de cultivo micromol F/min u/ml

Agua destilada 166.3 1,76
(control)
Agua deionizada 148.4 1.55
Agua no destilada 206.3 2.11
Agua destilada + 210.3 2.13
CaCl2 0.01%
Agua no destilada 240.5 2,18
+ CaCl2 0.01%
Agua destilada + 153.6 1.63
Na, HPO, 0.05 M
2 4
Agua no destilada + 165.0 1.78
NaZHPO4 0.05 M

Medio de cultivo: 1
Tiempo de incubacidn: 24 hrs.
Indculos: 5%

o




da con lo reportado por algunos autores, sobre la necesidad de la comple-
mentacidn del medio de cultivo para Arthrobacter con iones divalentes como
el calcio (Meers 1976, Yoshimura 1966). Por otra parte, se ha reportado -
también que iones monovalentes como el Sodio y el Potasio, afectan positi-
vamente la actividad enzimitica (Lee 1972, Suekane 1974). Pero aunque se
utiliz8 fosfato disbdico, tanto en el medio con agua destilada como en el
medio con agua no destilada, la actividad obtenida no fué relevante (1.63
y 1.78 u/ml respectivamente). De acuerdo a este experimento, se decidi$
utilizar agua no destilada (potable) y enriquecida con Cacl2 0.01% en lo
que resta de los ensayos. Cabe sefialar, que el aumento de actividad enzi
mitica en el control, .se debi6 a que el tiempo de incubacifn fué de 24 —-
horas. Si se asume que hubo el mismo efecto en todos los demAs medios, -

el aumento neto de actividad, fu€ de aproximadamente 17%,

4.5. EvaluaciSn del Método de Glucosa Oxidasa para Determinacién
de la Actividad Enzimftica de Glucosa Isomerasa

Antes de entrar de lleno a la evaluacifn de las diferentes -
materias primas-quebse debfan probar, se hizo necesario considerar un --

método de determinacifn cuantitativa de la actividad enzimKtica que fue--
ra expedito y que - reprodujera lo m&s exacto posible los resultados que
hasta ese momento se habfan obtenido. En el método de glucosa oxidasa, =~

se utiliza a esta enzima para cuantificar los niveles de glucosa en la -




sangre. Dada la alta especificidad del método, se pens6 que aumentaria

la precisidn del mismo, adem8s de que se ahorraria tiempo en la determi-

nacién.

Pero antes de adoptar esta té&cnica, se decidid evaluar, , --
efectuando ensayos de actividad utilizando el control (agua destilada),
del experimento anterior (Tablal2) y comparar los resultados con los ob

tenidos por el método de cisteina-~carbazol.

Con fundamento en el promedio de los resultados obtenidos y
agrupados en ‘la Tabla 13, donde se puede observar que utilizando la té&cni
ca de glucosa oxidasa, se obtienen valores de actividad cuyo orden de --
magnitud es equivalente a los obtenidos por el m&todo de cistefna car-
bazol, se decidif utilizar el método de glucosa oxidasa en los ensayos -

que restan.

4.6.. Efecto de la Fuente de Carbono sobre la Actividad de

Glucosa Isomerasa

Las diferentes fuentes de carbono de grado industrial que se
evaluaron para sustituir a la glucosa de grado reactivo, considerando su

disponibilidad sé agrupan en la Tabla'1l4.

Debido al alto porcentaje de s6lidos en la melaza, se le --
aplicé un tratamiento de filtracién y ajuste de pH, obteniéndose un pro-
ducto al que se le llamd Melaza Clarificada, que tambi&n se evalu§ como

fuente de carbono.




EVALUACION DEL METODO DE GLUCOSA OXIDASA
PARA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
DE GLUCOSA ISOMERASA

Tabla 13

MEtodo de Cistefna-

Carbazol

MBtodo de Glucosa-
Oxidasa

Actividad enzimitica
umol F/min u/ml

179 1.80
umol G/min u/ml )
177 1.79




Tabla 14

FUENTES DE CARBONO PROBADAS PARA LA
FORMULACION DEL MEDIO DE PRODUCCION
DE GLUCOSA ISOMERASA

Materia prima *Contenido en
dlucosa
Melaza 50%
Glucosa Industrial 50%
Glucosa Anhidra v 100%

*Seglin especificaciones del pro--
veedor.




Tanto a las melazas como a la glucosa industrial se les deter

mind el % de sdlidos, por lo que se realizé un ajuste en la concentracin

utilizada en el medio de cultivo, aumentidndose de 0.5% a 1.0%.

Los reportes que se tienen sobre el contenido de azficares to-~
tales de la melaza, le adjudican de 48% a 58% (30% de sacarosa y 22% de -
azlicar invertido), (Solomons 1971, Casida 1969). Cuando se utiliza mela-
za como componente de un medio de fermentacifn, se considera que contiene
el 50% de azficares fermentables, por lo que se realizb un segundo ajuste
en la concentracifn utilizada en el medio de cultivo de 1.0¥ a 2.0%, para

igualar el contenido de glucosa en los diferentes medios.

De los resultados obtenidos en la Tabla 15, se pueden selec--
cionar melaza y glucosa industrial como sustitutos de la glucosa de grado
reactivo, ya que se obtuvieron 1.72 y 1.90 u/ml respectivamente, sin em--
‘bargo, .- el costo por kilo de la ﬁelaza es 10 veces menor al de la gluco
sa industrial, y, tomando en cuenta que la diferencia en actividad catalf
tica, entre &stas dos fuentes, no fué relevante, se eligif a la melaza, -

como la materia prima que sustituirfa a la glucosa de grado reactivo.'

Los resultados de actividad obtenidos con la melaza clarifi-
cada, fueron de 0.58 u/ml, lo que representa un valor muy bajo, posible--
mente porque durante el proceso de clarificacidn se perdieron algunos nu-

trientes importantes.

4,7. Efecto de la Fuente de NitrSgeno en el Medio

En el medio de cultivo descrito por Lee et al., se utilizan




Tabla 15

EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN LA
ACTIVIDAD DE GLUCOSA ISOMERASA

Fuente de Actividad enzimitica
carbono (%) micromol G/min u/ml

Glucosa 0.5 193.0
(control)

Melaza 2.0 52.0
clarificada

Melaza 2.0

Glucosa 1.0
industrial

Glucosa 0.5
anhidra

Medio de cultivo: 1
Tiempo de fermentacién: 24 hrs.
InSculo: 5%




dos fuentes de nitrdgeno: éxtracto de carne y peptona, al0.3%.y 0.5% res~
pectivamente. En la Tabla 16, se puede observar que se tenian varias fuen
tes de nitr6geno para evaluar, como sustitutos del extracto de carne y -
de la peptona. La estrategia seguida tuvo come finalidad evaluar su in
fluencia en la produccifn y en la actividad de la enzima, haciendo inter
accionar la fuente de nitrSgeno de prueba con la fuente de carbono de cua

tro maneras diferentes: ~

1) Una fuente de nitrSgeno de prueba con la fuente de carbo

no de grado reactivo.

2) Una fuente de nitrdgeno de prueba con la fuente de carbo-

no seleccionada como sustituto (Melaza).

3) La introducci6n de dos fuentes de nitrSgeno de prueba, -
interaccionando con la fuente de carbono de grado reacti

vo.

4) La introducci6n de dos fuentes de nitrSgeno de prueba, in

teraccionando con Melaza.

4.7.1. Efecto de la Interacci6n de la Fuente de Nitr6geno de Prueba
con la Fuente de Carbono de Grado Reactivo

Dado que habfa que sustituir dos fuentes de nitrégeno, cuya -
contribucién en la produccién de glucosa isomerasa era complementaria, se
buscd que las materias primas que fueran a sustituir a la peptona y al -~
extracto de carne de grado reactivo, fueran de composicién éemejante, para
lo cual se evalub su influencia en la actividad, utilizando sbolamente una

de dichas fuentes, interaccionando con glucosa de grado reactivo.




Tabla 16

FUENTES DE NITROGENO PROBADAS PARA LA
FORMULACION DEL MEDIO DE PRODUCCION DE
GLUCOSA ISOMERASA

Materia prima *Contenido
protéico %

Harina de soya 49
Harina de pescado 55
Harina de carne 45
Peptona industrial 80
Caseinato de calcio 80-90
Caseinato de sodio 80~-90
Proteina vegetal h. 20
Autolisado de lev. 28-30
Leche de soya 28
Agua de cocimiento de 56
de maiz

*Dase seca

!




Como se puede ver en los resultados que se resumen en la Ta--
bla 17, la mis alta actividad obtenida (1.26 u/ml), fué cuando se utilizé
caseinato de sodio (0.5%), junto con extracto de carne (0.3%). Aunque, -
la actividad obtenida con agua de cocimiento de mafz (1.0%) y extracto de
carne (0.3%) fué digna de tomarse en cuenta (1.19 u/ml), éstos valores -~
son bajos comparados con el control (2.13 u/ml), pero se esperaba que la
actividad aumentara en los medios 3 y 4 de dicha tabla, cuando se sustitu

yera la otrafuente de nitrégeno.

Todas las demis fuentes de nitrbgeno evaluadas (harina de car
ne 0.3%, harina de pescado 0.3%, peptona industrial 0.5% y harina de soya

0.3%), produjeron una actividad que va de 0.12 a 0.70 u/ml,

Se puede ver tambi&n en la misma tabla, que en todos los me--
dios donde se utiliz6 peptona, tanto reactiva como industrial, la activi-
dad catalitica es mis baja que en el control, &sto fué sorprendente, ya -
que &ste nutriente tiene un contenido prot€ico de BO - 90%, pero aparente
mente, no solo el contenido prot€ico determina que haya un buen rendimien
to de enzima, sino que la interaccifn de 8quel con los demfis nutrientes,

constituye un aspecto importante para esperar una alta actividad.

4.3.2. Efecto de la Interaccibn de Diferentes Fuentes de
Nitrbgeno con Melaza

Como se puede ver en la Tabla 18, ge evaluaron siete diferen-
tes medios de cultivo, donde se hizo interaccionar melaza con diferentes

fuentes de nitrbgeno,




Tabla 17

EVALUACION DE UNA FUENTE DE NITROGENO DE

PRUEBA CON LA FUENTE DE CARBONO DE GRADO R. .

Medio Fuente de (%) Actividad enzim8tica
nitrdgeno micromol G/min u/ml
1 Peptona 0.5 207.0 2.13
Ex. carne 0.3
(control)
2 Peptona Ind. 0.5 66.6 0.66
Ex. carne 0.3
3 Licor maiz 1.0 111.8 1.19
Ex. carne 0.3
4 Caseinato 0.5 120.8 1.26
Ex. carne 0.3
5 Peptona 0.5 11.6 0.12
H. carne 0.3
6 Peptona 0.5 71.2 0.70
H. soya 0.3
7 Peptona 0.5 32.6 0.33
H. de pes. 0.3

Todos los medios fueron complementados con:

glucosa (0.5%), NaCl (0.8%) y Mgso

4

(0.01%).

el
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Tabla 18

EFECTO DE LA INTERACCION DE DIFERENTES FUENTES DE
NITROGENO CON MELAZA

Medio Fuente de carbono Actividad enzimAtica
y nitrdgeno (%) micromol G/min u/ml
1l Glucosa 0.5 216.2 2.14
Peptona 0.5
Ex. carne 0.3
(control)
2 Melaza 2.0 139.5 1.45
Peptona 0.5
Ex. carne 0.3
3 Melaza 2.0 12.6 0.13
H. soya 1.0
4 Melaza 2.0 11.7 0.13
H. soy. Int. 1.0
5 Melaza 2.0 14.0 0.14
Leche soya 1.0
6 Melaza 2.0 25.6 0.28
Licor maiz 1.0
7 Melaza 2.0 120.7 1.30
Caseinato 0.5

Todos los medios fueron complementados con: NaCl

(0.8%),
(0.5%) .

MgSO

4 (0.01%) .y Peptona de grado R.

o




El medio de cultivo 7, preparado con Melaza (2.0%) y caseina
to de sodio (0.5%), fué el que produjo mayor actividad enzimitica por mi
lilitro de caldo de cultivo (1.30) contra 2.14 u/ml del control (medio 1),
sin embargo, hay que hacer notar que &ste medio tenfa dos fuentes de ni-~

tr6geno (Peptona 0.5% y Ex. de carne 0.3%).

Resulta interesante que el medio de cultivo formado por mela-
za (2.0%), peptona (0.5%) y ex. de carne (0.3%), Estas (ltimas, de grado
reactivo, hayan producido similar actividad que el medi¢ de cultivo 7, -
donde la fuente de nitrSgeno no es de grado reactivo, lo cual daba la -~
pauta para buscar una fuente de nitrSgeno que complementara al caseinato

de sodio del medio 7, para elevar la actividad enzimftica,

Todas las dem@s fuentes de nitxégeho probadas, no resultaron
eficientes, ya que la actividad enzimitica encontrada, se situ8 en el in
tervalo de 0.13 a 0.28 u/ml. Esta ltima actividad fu€ obtenida en el -
medio de cultivo 6, el cual estaba formado por melaza (2.0%) y agua de -
cocimiento de mafz (1.0%), y aunque la actividad obtenida utilizando és-
te filtimo nutriente fué baja, era factible esperar un aumento de la misma
si se complementaba el medio de cultivo con otro nutriente que enrique--

ciera la fuente de nitrSgeno.

4.7.3 Efecto de la InteracciSn de dos Fuentes de Nitrégeno
con Glucosa de Grado R

Los datos que se agrupan en la Tabla 19, indican que en el -
medio 2, cuya fuente de nitrSgeno estd formada por caseinato de sodio --

(0.5%) y agua de cocimiento de mafz (1.0Q%), se producen 1.46 u/ml, lo ~-




Tabla 19

EVALUACION DE DOS FUENTES DE NITROGENO
INTERACCIONANDO CON GLUCOSA DE GRADO R

Medio

Fuente de carbono
y nitrégeno (%)

Actividad enzimitica
micromol G/min u/ml

Glucosa 0.5
Peptona 0.5
Ex. carne 0.3

Glucosa 0.5
Licor maiz . 1.0
Caseinato 0.5

Glucosa 0.5
Licor maiz 1.0
Peptona ind. 0.5

Glucosa 0.5
Licor maiz 1.0
H. de carne 0.3

Glucosa 0.5
Caseinato 0.5
Peptona ind. 0,5

Glucosa 0.5
Caseinato 0.5
H. de carne 0.3
Glucosa

0.5
Peptona ind. 0.5
H. de pescado 0.3

210.8 2.18

142.6 1l.46

92.7 0.92

60.9 0.65

80.6 0.81

127.0 1.33

36.8 0.38




cual representa el 66,9% con respecto al control (2.18 u/ml), solo el me

dio de cultivo 6 produjo una actividad (1.33 u/ml) cercana al medio 2.

Como se puede notar en los resultados de actividad de todos
los demi3s medios, la produccibn de la enzima se situd en valores muy ba-
jos. Pero lo mis sorprendente es que un medio aparentemente rico en fuen
te de ni£r&geno como al medio 5, formado por caseinato de sodio (0.5%) y
peptona industrial (0.3%), haya producido solo 0.81 u/ml de actividad ~-
enzimitica. Lo que permitirfa pensar que E€stas fuentes de nitrSgeno 8 -
carecen de factores de crecimiento & aunque el contenido protéico es alto
(80 - 90%), la composicibn de dichas fuentes (en cuanto a dipéptidos y --
aminodcidos) no es la adecuada para expresar la actividad de glucosa iso-
merasa. Otra razén que podrfa esgrimirse para éxplicar la baja actividad
obtenida en los medios aparentemente muy ricos en las fuentes de nitrSge
no, es que los métodos de produccidn y de recuperacién de dichas mate--
rias primas son .muy drfsticos, ya que involucran temperaturas muy altas
o variaciones de pH muy extremas, bajo estas condiciones se producen sus
tancias que podrfan ser t6xicas para un microorganismo, lo que se refle-

jarfa en una baja produccién de la sustancia buscada.

Como se puede ver, en todos los medios se utilizd glucosa --
(0.5%) de grado reactivo, como fuente de carbono, por lo tanto, se cree
que la baja actividad obtenida se debi&, ademis de lo anteriormente di--

cho a un efecto negatiye, dado por la interaccifn entre las diversas com

binaciones realizadas. °




4.7.4. Efecto de la Interaccifn de Melaza con Dos Diferentes
Fuentes de Nitrdgeno

Finalmente se tiene en la Tabla 20, que el medic de cultivo
formade por melaza (2.0%), caseinato de sodio (0.5%), agua de cocimiento
de maiz (1.0%), NaCl (0.8\).y Mgsod.7520 (0.01%), puede sustituir al me--
dio de cultivo formado por glucosa (0.5%), peptona (0.5%), extracto de -
carne (0.3%), NaCl (0.8%) y Mgsod.7520 (0.01%), va que preoduce 2.14 u/ml
de caldo de cultive contra 2.02 u/ml del medio de cultivo original.

En base a los resultados del experimento anterior, se consi-
deraron nuevamente los medios cuya fuente de nitrfgeno estaba formada --
por agua de cocimiento de mafz (1.08%)- peptona ind. (0,5%) y caseinato -~
(0.5%) -~ petona ind, (0.5%), para hacerlos interaccionar con melaza (2,0%),.
Como se puede ver en la Tabla 20, se logr§ aumentar la actiyidad enzimfti
ca en 1,32 y 1.77 u/ml respectivamente, Yy en base a estos resultados con-
clufmos que el efecto tSxico, anteriormente mencionado, estf dado por la
peptona industrial, es posible, sin embargo, utilizar a dicha fuente, pero
se requerirf un ensayo dende se involucren, diferentes concentraciones pa-

ra saber en que nivel se neutraliza su efecto t8xico,

En &sta misma tabla, se puede ver que los medios 7 y 8 foxrma
dos por caseinato de sodio (0.5%) ~(NH,) 50, (0.5%) y licor de mafz (1,0%)
(NH4)2SO4 (0.5%) se obtuvo una actividad de 0,50 y 0,53 u/ml}, respectiva
mente, la cual resultd muy baja, aunque algunos autores (Heady et al,, -
1973) reportaron aumentos en la actiyidad enzimitica, cuande enriqucleron

sus medios de cultivo con fuentes de nitrégeno inoxgfinicas,
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Tabla 20

EVALUACION DE DOS FUENTES DE NITROGENO
INTERACCIONANDO CON MELAZA

Medio Fuente de carbono Actividad enzimdtica

y nitr8geno (%) micromol G/min u/ml
1l Glucosa 0.5 200.7 2.02
Peptona . 0.5 .
Ext. carne 0.3 ;
2 Melaza 2.0 211.7 2.14
Licor mafz 1.0
Caseinato 0.5 :
3 Melaza 2.0 130.2 1.32 ;
Licor maiz 1.0 !
Peptona Ind. 0.5 ]
4 Melaza 2.0 172.9 1.77 :
) Peptona Ind. 0.5 ‘
Caseinato 0.5
5 Melaza 2.0 158.6 1.60
Peptona Ind. 0.5
*P .V.H. 0.5
6 Melaza 2.0 115.9 1.18
Ex. lev. in. 0.5 :
Caseinato 0.5
7 Melaza 2.0 50.0 0.50
Caseinato 0.5
(NH4)2804 0.5
8 Melaza 2.0 50.6 0.53
Licor maiz 1.0
(NH4)ZSO4 0.5

*Proteina vegetal hidrolizada
Tedos los medios se complementaron con: NaCl
(0.8%) y Mgso, (0.01%).




Resulta también notable el aumento sustancial logrado en —--
todos los medios de cultivo, cuando se sustituyd la glucosa de grado -~
reactivo por melaza, el aumento mas iimportante se puédeapreciar en los me-
dios 2,3y 4. En los medios 5 y 6 formados por peptona ind, (,05%8) -
P.V.H. (0.5%) & extracto de levadura ind. (0.5%) y caseinato de sodio -~
(0.5%) se obtuvieron 1.60 y 1.18 u/ml, ya que comparados con el corntrol
(2.02 u/ml) y el medio 2 (2.14 u/ml) la actividad es relativamente baja,

no se tomaron en cuenta.

4.7.5. Tratamiento al Medio de Cultivo Control y al Medio
de Sustitucién con NH,OH. Efecto sobre Actividad

Durante la preparacidn del medio de cultivo seleccionado co-
mo sustituto, era necesario filtrar el agua de cocimiento de mafz y pos-
teriormente ajustar a 7.0 el pH del filtrado (con NaOR, 2N) ya que de lo
contrario, permanecia sumamente 8cido (4.0 a 5.0), despu&s de io cual se
agregaban los demds nutrientes, &sta vez, bajando ligeramente el pH (de
7.0 a 6.8). Este comportamiento no se obtenia con el medio de cultivo -
control, ya que durante la mezcla de los diferentes nutrientes, el pH no
variaba sustancialmente. Puesto que era necesario utilizar sosa para -
el ajuste se decidid sustituir por un &lcali mas suave (NH40H,IN), al --
mismo tiempo de gue se dotarfa al microorganismo de una mayor disp&nibl
lidad de nitrb6geno. El tratamiento al que fueron sometidos los medios,
se describe en la Figura 7, donde se puede observar que se utilizd el --
medio que se habfa adoptado como control y al medio que sustituyd a éste.
Cabe sefialar que el tratamiento de ajuste de pH y filtracifén se habfa en

focado al agua de cocimiento de maiz, por lo que para tratar de detectar




un efecto real del tratamiento, se selecciond al extracto de carne del me
dio control, para que se sufriera el mismo tratamiento. Esto hizo que —-
el medio control y el medio de sustitucidn, se dividieran en dos, some-

tiendo a una parte al tratamiento y la otra dejindola sin &l.

Los resultados que se obtuvieron se describen en la Tabla 21
donde se puede observar que hay un efecto positivo aplicando el tratamien
to a los medios, pero éste es mas notable, en el medio de sustitucién ya
que se logrd un aumento de + 16.4% en la actividad, siendo tan solo de --
+ 6.5% el logrado en el medio contrel. Ya ‘ue dicho tratamiento no es -~
muy complejo y se logra con £1 mejorar la actividad, podrfa ser fAcilmen-

te incorporado para su utilizacidén.
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Figura 7

-1

TRATAMIENTO DEL EXTRACTO DE CARNE Y EL AGUA DE
COCIMIENTO EN MAIZ CON NH,OH

Solucidn de £x.
de carne

Filtracién

Medio 2

No se ajustd pH

4

Solucidén de agua

de cocimiento de mafz

l Medio 4

No se ajustd

pHi = 6.5 pHi = 5.6
Filtracidén
Adicidn de Adicidn de Adicidn de
peptona Faseinato de Na| kaseinato de Na

Ajustar pH a
7.1 con NaOH

Ajustar con
NaOH si es
necesario

Ajustar pH a
7.1 con NaOH

Esterilizar e inocular
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Tabla 21

TRATAMIENTO CON NH4OH DEL MEDIO CONTROL Y DEL MEDIC

DE SUSTITUCION. EFECTO SOBRE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Formulacidn Tratamiento Actividad enzimltica

(%) con NH4OH micromol G/min u/ml

Glucosa 0.5
Peptona 0.5
Ex. carne 0.3

sin 187.2 1.94

Glucosa 0.5
Peptona 0.5
Ex. carne 0.3

con 195.2 2.06

Melaza 2.0
Caseinato 0.5
Licor 1.0
maiz

sin 208.0 2.10

Melaza 2.0
Caseinato 0.5
Licor 1.0
maiz ]

con 224,9 2.48 |

Todos los medios se complementaron con: NaCl -
(0.8%) y Mgso4 (0.01%).




CONCLUSIONES

Situado en su contexto general, la manipulacién del medio am
biente de un microorganismo, es solo uno de los numerosos factores de:
cualquier proceso que busque producir enzimas por via fermentativa, pero
al mismo tiempo, es uno de los factores que deben ser asegurados, de tal

suerte, que no produzcan variaciones negativas dentro del proceso.

Es bien sabido, que cuando un microorganismo se adapta comple
tamente a un medio ambiente, se reducen las posibilidades de cambios en -
€l, que repercutan negativamente en la produccién. De ahf que, cuando se
trabaja con una cepa obtenida por procesos de mutagénesis, se debe cuidar
el medio ambiente al que estari sometida, y al mismo tiempo, se deber§ --
tratar de optimizar el medio de crecimiento con el objeto de maximizar la
productividad de la enziga (unidades de actividad eﬁzimStica/fermentador/
tiempo) por upidad de costo de operacifn, por lo .que es necesario, una ~-

evaluacifn constante del medio ambiente de la cepa productora.

De ahi que, evaluando los resultados obtenidos en el presente
trabajo, y de acuerdo al objetivo fijado al iniciar el mismo, se logr§ --
obtener un medio de produccidn, que podria sustituir al medio de cultivo
de grado reactivo. Los resultados de actividad enzimftica por mililitro
de caldo de cultivo en el nuevo medio, son mds altos que los dados por el
control, lo que resulta alentador, ya que dicho medio, puede todavia ser
sometido a un proceso de optimizacién, del que podrfan esperarse resulta-
dos de actividad todavia mayores. Dada la estructura del medio de culti-

vo encontrado como sustituo, se propone la optimizacién de ésté, por el -




Método de Box Wilson (Box, Wilson, 1951), &sta metodologia permitirfa en

contrar rapidamente las concentraciones mds idSneas, para una wmayor pro-, .

duccidén de la enzima.

La actividad mdxima encontrada en el medio de sustitucién fué
de 2.48 u/ml, la cual supera a la mixima encontrada en el medio control -
2.18 u/ml, pero no supera a la reportada en la literatura para este micro
organismo, 4.7 u/ml (Bucke, 1977). Sin embargo, esta actividad se obtuvo
utilizando un medio de cultivo de grado reactivo y realizando la fermen-
tacifn en un vaso de 14 1, donde las condiciones de pH, temperatura, ae--
reacidn y agitacidn estuvieron controladas. Por lo que se piéhsa que una
vez lograda la optimizaci6n del medio de cultivo, la siguiente etapa se--
ria el salto al fermentador donde se pudierxan optimizar las condiciones -
fisicas para este nuevo medio. Esto permitirfa sejuramente aumentar la -
actividad enzhnitica mas alld de la reportada por Bucke, convirtiendo a -

este proceso muy atractivo para la industria.

Lo que se plantea en este trabaio es selec parte de una altex
nativa para aliviar el déficit de azﬁéar en México., Como anteriormente
se dijo, la crisls en la.que se encuentra la industria azucarera es la con
secuencia de una serie de factores adversos, dentro-de los que destaca, -
por una parte, el estancamiento de las superficie dedicadas al cultivo de
cafia, la presencia de factores climfticos adversos, la baja productividad
de la planta industrial, el crecimiento acelerado de la demanda atribui--
ble al aumentq@ de la poblacién y la prevalencia de patrones de consumo --

inadecuados. Por lo que la produccifn de jarabes de glucosa ricos en -~

vee e




fructosa a través de la enzima, glucosa isomerasa es impostergable, en ~

LN

un pals que como Mé8xico, es deficitario en su produccién,
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